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Verfahren, Mittel iind Vorriclitimg 
zair Bestinmting biologischer Komponenten 

Die Erfindimg betrifft Verfahren, Mittel xind Vorrichtungen 
zur BestixniQTmg einer Komponente aus einer Gmppe, be- 

5 stehend aus spezifisdi bindenden Rezeptoren tmd Substanzen, 
die von diesen Rezeptoren spezifisch gebxmden werden 
k5nnen, mit Hilfe elelctromagnetischer Strablung^ ins- 
besondere Verfahren, Mittel xmd Vorrichtungen zur 
immunologischen Bestimmung von Antikoanpem, Antigenen 

10 Haptenen. 

Die gebrauchlichsten Verfahren z\ar empfindlichen immxino- 
logischen Bestimmung von Antikorpem, Antigenen xmd 
Haptenen basieren auf der Verwendung von Markierungs- 
substcinzen wie Radioisotope, Enzyme oder Fluorochrome , 
-I5 die chemisch an eine der Komponenten gekuppelt werden* 
Die Notwendigkeit, T^tikorper, Antigene oder Haptene 
mit einer Markierungssubstanz zu kuppeln, beinhaltet 
jedoch eine Reihe wesentlicher Nachteile: durch die 
chemische Verkniipfung eines Antikorpers (Antigens) mit z-B. 
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einem Eixzym wird der Antikorper (Antigen) in seinem 
Bindiingsverhalten gestort, d.h. die Bindiingsaf finitat 
niimnt ab; durch die chemische Verkniipfung eines Enzyms 
mit einem Antikorper (Antigen) wird die enzymatische 

5 Aktivitat vesentlich vermindert; die Stabilitat der 

Konjugate ist geringer als die Stabilitat der Einzelsub- 
stanzen; die Konjugate stellen sehr heterogene Verbin- 
dungen niit breitem Moleknlargewichtsspektrum dar, wodurch 
eine reproduzierbaxe Herstellung aixBerordentlich er- 

10 schwert wird; im Falle der Bindung der Konjugate an eine 
feste Phase wird die enzymatische Aktivitat durch die 
Diffusion von Substraten und Produkten beeinfluBt- 

Aufgrund der geschilderten Nachteile besteht ein Bedurf- 
nis nach einfacheren Methoden, die z,B. eine direkte 

15 Hessung der immunologischen Reaktion zulassen. Es sind 
zwar schon solche Verfahren bekannt^ diese sind jedoch 
entweder wie die Trubungsmessung nicht empfindlich ge* 
nug Oder, wie die Bestiimnung vpn Antigen-Antikorper- 
schichten auf Hetalloberflachen durch Ellipsometrie, zu 

20 aufwendig und zu kon^liziert. 

Eine gegenuber einem konventionellen Ellipsometer etwas 
vereinfachte MeBanordnung zur Bestimmung von dunnen 
Schichten wird in der europaischen Patentanmeldixng 
19 088 beschrieben, wobei im wesentlichen nur der Kompen- 

25 sator eines Ellipsometers durch eine Referenzoberflache 
ersetzt ist. In der deutschen Offenlegungsschrift 
26 38 250 wird ein einfaches Verfahren zur Erfasstmg 
von Antigen-Antikorperschichten auf mit Metallkugel- 
chen beschichteten Glasem beschrieben, das zwar 

3Q die Schwierigkeiten der Ellipsometrie umgeht, jedoch 
nur semiqueaititative Aussagen liefert- 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
Verfahren, Mittel xind Vorrichtungen zur Bestimmung von 
Antikorpem, Antigenen und Haptenen zur Verfugimg zu 
stellen, loit denen die geschildeirten Nachteile vermieden 
warden konnen. 

ErfindungsgemaB vmrde diese Aufgabe dadtirch gelost, 
daB man eine dieser Komponenten auf einer reflektieren- 
den Oberflache immobilisiert, mit der zu bestimmenden 
Komponente in3CT2biert, bestrablt iind anhand der reflek- 
tierten Strahlung die Konzentration ermittelt. 

Gegens-tand der Erfindung ist ein Verfahren zur guanti- 
tativen Bestimmung einer Komponente aus einer Gruppe^ 
bestehend aus spezifisch bindenden Rezeptoren und Sub- 
stanzeni: die von diesen Rezeptoren spezifisch gebtmden 
werden konnen, mit Hilfe elektromagnetischer Strahlung, 
das dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine der Kompo- 
nenten nach Immobilisierung auf der Oberflache eines 
Materials, dessen Brechxtngsindex sich von dem der 
Komponenten unterscheidet, mit der jeweils anderen Kompo- 
nente und gegebenenfalls weiteren Komponenten, die mar- 
kiert sein konnen, inkubiert, die Oberflache mit elektro- 
magnetischer, parallel zur Einf allsebene polarisierter 
Strahl\ing bestrahlt, wobei der Einfallswinkel der Strah- 
lung nahe oder gleich dem Winkel ♦ ist, bei dem die Inten- 
sitat der von der \inbeschichteten oder vorbeschichteten 
Oberflache reflektierten Strahloing ein Minimum erreicht, 
und die Intensitat der reflektierten Strahlung als MaB fur 
die zu bestimmende Konzentration ermittelt. 

Femer betrif ft die Erfindimg Mittel zur Durchfuhrung 
dieses Verfahrens, enthaltend Plattchen oder Scheibchen 
des Materials, auf dessen Oberflache eine der Komponenten 
immobilisiert ist sowie Standardlosungen bekannter Kon- 
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zentrationen der zu bestimmenden Komponente und gegebenen- 
falls weitere Komponenten , die laarkiert sein konnen, 

Weiterhin betrifft die Erf indiing Vorrichtimgen zur Durch- 
ftilimng des Verfahrens, die gekeimzeichnet sind durch einen 
Block (1) zur Aufnahme eines Lichtquellengehauses (2) und 
eines Detektorgehauses (3) wobei sich die optischen 
Achsen (5) und (6) beider Einheiten auf der zu unter- 
suchenden Oberflache des Materials (4) unter dem Winkel * 
zur Oberflacheimonnalen schneiden und im Lichtguellen- 
gehause (2) oder im Detektorgebause (3) ein Polarisations- 
filter (7) angeordnet ist^ das nur den pcirallel zur Ein- 
fallsebene polarisierten Teil der Strahlung der Auswertung 
zuffihrt, 

Dberraschenderweise hat sicb gezeigt, daB loit dem erfin- 
dungsgemaBen Verfabren ein sebr einfacher quantitativer 
Nachweis immunologischer Reaktionen gefunden wurde, indem 
die Ermittlung der ellipsometrischen Winkel entf allt und 
durcb eine rein photometrische Detektion ersetzt wird, 
bei der weder Hanlpulationen am Gerat, vie £nderungen 
des Einfallswinkels oder Rotationen der Polarisatoren bzw. 
des Kompensators, noch aufvendige Berecfanungen zur Be- 
stimmung der gesuchten Konzentration noly end ig sind. Das 
Verfabren ist mit geringem techniscben Auf wand durcb- 
fuhrbar, die erforderlicben Vorricbtungen sind ganz 
wesentlicb kleiner, kostengunstiger, storungsunanfalliger 
und einf acber zu -bedienenr als bisber bekannte ellipso- 
metriscbe Vorricbtimgen, und es liefert fur inkubierte 
Plattcben oder Scbeibcben in kurzester Zeit konzentrations- 
- proportionale MeBwerte, wodurch es sicb aucb gut zur Auto- 
matisierung sowie zur Simultaribestimmung mehrerer immu- 
nologiscber Parameter eignet. 
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Voraussetzxmg fiir das erfindungsgemaBe Verfahren ist, 
daB der Brechungs index des Materials, auf dessen Ober- 
flache das Antigen/Hapten oder der Antikorper immobili- 
siert werden soil, sich deutlich vom Brechungs index der 
5 zu messenden Antigen/Hapt-en-Antikorperschicht unterschei 
det \ind ein ausgepragtes Minimum in der Darstellung des 
Reflektionskoeffizienten fur parallel zur Einfalls- 
ebene polarisierte Strahlung gegen den Einfallswiiikel * 
aufweist. 

10 Bei diesem Einfallswinkel vird vorzugsweise monochroma- 
•tisches Licht auf die mit der Antigen/Hapten-Antikorper- 
schicht bedeckte Oberflacbe gestrablt; die Intensitat 
des von der Oberflache reflektierten Lichtes, und zwar 
des Teils, der parallel z\ri: Einfallsebene polarisiert 
-J 5 ist, wird gemessen. 

Geeignete Materialien fur die Immobilisierung der 
Komponenten sind solche, die eine ebene reflektierend 
Oberflache aufweisen und deren Brechungs index groBer 
als 1,5, vorzugsweise grSBer als 2 ist. Das Material 
20 kann ffir die verwendete Strahlung undurchlassig oder 

durchlassig sein. Es konnen dafur vor allem Halbleiter, 
Dielektrika, Metalle oder damit iiberzogene Trager ver- 
wendet verden. Bevorzugte Materialien sind Halbleiter 
wie Silizium oder Germanium, Glaser, Kunststoffe, z.B. 
25 Polymethylmethacrylat, Polystyrol, insbesondere mit 
Silizium iDjerzogene Trager aus Glas oder Kunststoff 
sowie beliebige Trager, die mit einer Metallschicht 
uberzogen sind. 
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Die Oberflache des gewahlten Materials kann vor der 
Ixnmobilisierxmg einer der Komponenteix vorbeschichtet sein. 
So ist es z.B. moglich, die Oberflache mit einem dtinnen 
Polymer film zu iiberziehen, der sich gut ftir die an- 
schlieBende Immobilisierung einer der Koraponenten eignet, 
Weiterhin ist es moglich, z.B, bei Verwendung voix Silizixim 
Oder Cermanixnn, eine dOrme Oxidschicht auf der Oberflache 
aufzubringen. An dieser oxidschicht kann dann eine der 
Komponenten gegebenenfalls nach chemischer Aktiviening 
des Oxids, in an sich bekannter Weise immobilisiert 
werden. Andererseits kann diese Oxidschicht auch mit 
reaktiven Silanen umgesetzt werden, wobei die Immobi- 
lisierung auch durch chemische Umsetzung mit noch 
reaktiven Gruppen des Silans durchgefuhrt werden kann. 
Die auf der Oberflache des Materials praformierte - 
dunne Schicht fOhrt neben ihrer Eignung fflr die Immobi- 
lisierung auch zu einer Erhohung der Nachweisempfindlich- 
keit des erfindungsgemaSen Verfahrens. 

2ur Durchfilhrung des Verfahrens wird auf der Oberflache 
eines oben beschriebenen Materials eine Antigen/Hapten- 
Schicht bzw* eine' Antikorperscdiicht immobilisiert. Das 
geschieht am einf achsten durch Inkubation der vorzugsw ise 
gereinigten Oberflache des Materials mit einer I-osung der 
zu bestimmenden Komponente. Wird die so gebildete Schicht 
in Kontalct mit einer Antik5rperlosung bzw. einer Antigen/ 
Haptenlosung gebracht, so bindet die erste Schicht spezi- 
fisch einen Teil-der Molelcule aus dieser Losung, so daB 
sich eine mehr oder weniger ausgepragte zweite Schicht 
auf der ersten Schicht ausbildet. Der Grad der Bedeckung 
in dieser zweiten Schicht hangt von der Konzentration 
der Molekule in der jeweiligen Losxmg sowie von der 
Inloabationsdauer ab. Es hat sich uberraschenderweise 
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gezeigt, daB bei geeigneter Wahl des Materials fiir die 
Immobilisiening der Anti gen/Hap tenschicht bzw. der 
Antikorperschicht sowie eines definieirten Einfalls- 
winkels der Bedeckungsgrad in der zweiten Scliicht: dxirch 
eine einfache Messung der Intensitat des von der Ober- 
flache reflektierten Lichtes gemessen verden kann, vor- 
ausgesetzt man verwendet Licht, das vor oder/tmd nach 
der Reflektiion parallel zur Einf allsebene polarisiert ist. 

Hit dem erfindtmgsgeihaBen Verfahren konnen prinzipiell 
alle organischen Stibstanzen, zu denen ein Bindungs- 
partner existiert, guantitativ bestimmt werden. So las- 
sen sich z.B. in analoger Weise wie im Fall Antikorper- 
Anti gen/Hap ten auch Bestimratmgen mit den Systemen ' 
Hormon-Hormonrezeptor , Lektin- Saccharide Lektin-Gly co- 
protein, Enzym-Enzyminhibitor oder ahnlichar Systeme 
durchfuhren . 

Neben der Konzentrationsbestimmxang einer dieser 
Konponenten uber die Messung der Inteiisitat der von 
der zweiten Schicht reflektierten Strahlung sind noch 
andere Varianten des erfindungsgemaSen Verf abrens 
durc3i£uhrbar * So kann die Bestimmung von Haptenen da- 
dnrcb erleichtert werden, daB man das zu bestimmende 
Hapten mit einem Konjugat ans dem Hapten xmd einer 
weiteren Immuncbemisch indif ferenten, groBvolttmigen 
Substanz xm die Bindung an den Oberflachen gebiinden r 
Antikorper kompetitieren laBt. In diesem Fall bewirkt die 
an die Antikorperschicht gebundene groBvolumige Sxabstanz 
eine Signalerhohung, wobei die Intensitat des reflek- 
tierten Lichtes umgekehrt proportional zur Konzentration 
des Haptens in der Untersuchungslosung ist. 
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Eine weitere Modifikation besteht darin, daB man das 
Hapten der Untersuchungslosung mit einer bekannten 
Henge an Antikorper reagieren laBt tmd dann den noch 
nicht im Komplex befindlichen Antikorper mit ober- 
i flachengebundenem Hapten umsetzt* Hierbei ist es auch 
moglich/ den eingesetzten Antikorper vorher mit einer 
groBvolximigen Substanz wie Ferritin oder mit Partikeln 
wxe Latex-Partikeln zu markieren, um eine Signalver- 
starkung zu erhalten. 

In einer weiteren Variante kann das erf indiingsgemafle 
Verfahren auch nach der sogenannten Sandwich-Methode 
durchgefiihrt werden. Dabei reagiert das Antigen der 
Untersuchungslosung zunachst mit dem oberflachenge- 
bundenen Antikorper. In einer weiteren Reaktion kann 

15 die entstandene (partielle) Doppelschicht mit dem 

gleichen oder einem anderen gegen das Antigen gerichte- 
ten Antikorper umgesetzt werden, wobei eine dreif ache 
Schicht erhalten wird. Auch dieser Antikorper kann mit 
einem groBvoltimigen MolekUl oder einem Partikel markiert 

20 sein, wobei die ausgewahlten Partikel auch. Metallpar- 
tikel sein konnen. Die Moglichkeiten zur Signalver- 
star]cung durch eine oder mehrere Antikorper, die gegen 
die schon gebundene Komponente gerichtet sind oder durch 
andere Komponenten, die an die schon gebundene Komponen- 

25 te binden oder von diesen gebunden werden, sind durch 
die obigen Beispiele nicht begrenzt; es konnen z.B. 
auch andere Bindungssysteme wie Avidin-Biotin oder 
Glycoprotein-Lectin verwendet werden. 

Das Mittel nach der Erfindung besteht im wesentlichen aus 
30 Plattchen oder Scheibchen des genannten Materials, auf 
dessen Oberflache eine Schicht aus der einen Komponente 
immobilisiert ist, sowie Standardlosungen mit bekannten 
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Konzentrationen der anderen Koraponente und gegebenen- 
falls eine Losimg einer der Koraponenten, die mit einem 
dritten voltuninosen Molekul konjugiert sein kann. Die 
Bestandteile liegen vorzugsweise in Form einer Test- 
packung vor. 

Die Vorrichtung, mit der das erfindungsgemaBe Verfahren 
durchgefiihrt werden kann, zeichnet sich dtirch einen 
sehr einfachen und kompakten Aufbau aus; sie wird anhand 
der Abbildtmgen 1 bis 3 naher erlautert. Abbildung 1 
zeigt die schematische Darstellung einer solchen Vor- 
richtung, die Abbildungen 2 und 3 zeigen vorteilhafte 
Aus f uhrungs f ormen . 

Die in Abbildung 1 dargestellte Vorrichtung besteht 
aus einer Lichtguelle (9), einem Polarisations filter (7) 
und einem Fotodetektor (10), wobei der Einfallswinkel • 
und die DurchlaBrichtimg des Polarisations filters (7) 
so eingestellt sind, daB die mit dem Detektor (10) nach- 
weisbare Lichtintensitat ein Minimum fur ein bestimmtes, 
unbeschichtetes oder vorbeschichtetes Material (4) auf- 
weist. Das Polarisationsfilter (7) kann imter den oben 
genannten Bedingungen selbstverstandlich auch in den 
Strahlengang (6) anstelle des S tr ahl engangs (5) gebracht 
verden; werden 2 Polarisationsfilter (7) und (7') ver- 
wendet, so ist die Durchlassricbtung des Analysators 
(7') senkrecht zur Einfallsebene zu wahlen. Femer ist 
es zweckmaBig/ wenn auch nicht zwingend, einen Mono- 
chromator (8), z.B. ein Filter, in den Strahlengang (5) 
einzubringen oder einen schmalbandigen Strahler (9) oder 
einen schmalbandigen Detektor (10) zu verwenden. 

Die in Abbildung 2 dargestellte vorteilhafte Ausf uhrungs- 
form der Erfindiing besteht aus einem Block (1)# der unter 
dem Einfalls- bzw. Reflektionswinkel * je eine Bohrung zu: 
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Aufnahme des Lichtguellengehauses (2) xmd des Detektor- 
gehauses (3) aufweist, wobei die optischen Achsen (5) und 
(6) sich in der Auflageebene (11) fur das Material (4) 
Bchneiden. Wird als Material Silizitun verwendet, das 

; mit der gewunschten ebenen, hochreflektierenden Oberflache 
erhaltlich istr so sind lediglich eine Gluhlampe (9)^ das 
Polarisations filter (7) tmd ein Bleisxilfid-Infrarotdetektor 
als Beispiel fiir einen schmalbandigen Fotoempf anger (10) 
als optische Teile der erfindungsgemaSen Vorrichtung er- 

10 forderlich. Als Licbtquelle eignen sich auch Laser, Laser- 
dioden usw. 

Eine weitere besonders vorteilhafte Ausfubrungsform is€ 
in Abbildxmg 3 daorgestellt. Der einfache, kompalcte Aufbau 
der erfindungsgemSBen Vorrichtung gestattet es, mit zwei 

15 Teilstrablen (5) irnd (5') zwei Materialien (4) und (4') 
bei ein und derselben Ausrichtung des Polarisations- 
filters (7) simultan zu bestrahlen und die reflektiearten 
Teilstrablen (6) und (6') simultan mit 2 Detektoren (10) 
und (10') nachzuweisen. Hierdurch wird eine Relativ- 

20 messung zwischen zwei mit unterscbiedlichen Rezeptoren 
beschichteten, sonst aber gleichen Materialien (4) und 
(4' ) moglich ornd somit die Selektivitat der Bestimmung 
erholit* Weiterbin bietet die er f indungs gemSBe Vorrichtung 
die Moglichkeit, mit einer Vielzahl von Teilstrablen 

25 eine entsprechende Vielzabl von Rezeptor- und StJbstanz- 
Gruppen simultan zu bestimmen. 

Neben den bescbriebenen Ausfuhrungsbeispielen der Vor- 
richtung sind selbstverstandlich weitere, an sich be- 
kannte fotometrische Techniken anwendbar; so lassen 
30 sich Relativmessungen auf ein \ind demselben Material- 
scheibchen oder Mehrkomponentenbestimmmungen auf 
mehreren Scheibchen auch durch Scannen des Licht- 
strahls oder durch Scaixnen der Materialscheibe(n) 
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ausfiihren, xind es lassen sich die Methoden zur Ver- 
bessemng der Signal/Rauschverhaltnisse, z.B. Wechsel- 
lichtverstarker mit Phasenabstimmung oder Gleichtakt- 
verstarker, die mit der Modulations freguenz synchroni- 
5 siert sind, anwenden. 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaJBen Vorrichtung 
ist die einfach zu bewerkstelligende Mechanisierbarkeit; 
durch Verschieben oder Drehen des Materials (4) auf der 
Auflageebene (11) konnen mit geringem Anfwand eine hohe 
10 Zahl von Materialscheibchen ausgemessen werden, ohne 

daB aufwendige Justiervorrichtungen erforderlich waren. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher 
erlautert* 
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Beispiel 1 

Bestimmung von anti-Human-Serumalbumin 



10 



a) Silanisienmg von siliziimplattchen 

Silizixmplattchen (10 x 5 x 0,3 mm) warden 10 Minuten 
in einer Losnng von 10 % Dichlordimethylsilan in 
Trichlorethylen stehen gelassen xind anschlieBend mit 
Trichlorethylen gewaschen. 

b) Beschichtung xuit HiunanrSeruinalbuinin (HSA) 

Die silanisierten Plattchen wurden 30 Minuten in 
einer l%igen LSsung von HSA in Saline (0,15 M Na- 
triumchloridlosung) stehen gelassen und anschlie£end 
mit destilliertem Wasser gewaschen. 

c) InJcubation mit Kaninchen-anti-HSA-Serum (anti-HSA) 

Die mit einer Monoschicht an HSA uberzogenen Silizium- 
15 plattchen wurden 1 Stunde in verschi edene Ver- 

dunnungen von Kaninchen-anti-HSA-Senam in Phosphat- 
gepufferter Saline (pH 7,4) mit 10 % normalem 
Kaninchenserum inkubiert und anschlieBend mit dest. 
Wasser gewaschen und im Sticlcstoffstrom getrocknet. 

20 d) Auswertung - 



Die Plattchen wurden mit zur Einf allsebene parallel 
polarisiertem Licht unter einem Einfallswinkel von 
76,13^ bestrahlt und die Intensitat des reflektierten 
Lichtes wurde mit einem photos ens itiven Empfanger ge- 
25 iaessen. Wie aus der nachstehenden Tabelle hervorgeht, 

ist die gemessene Lichtintensitat proportional der 
Konzentration des Antiserums, 
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Verdiiimung des Antiserums MeBeinheiten 



1 : 8 130,35 

1 : 16 120,67 

5 1 : 32 85,01 

1 : 64 60,99 

1 : 128 40,28 

1 : 256 20,37 

Beispiel 2 

-I0 Bestimmung von anti -Human- Fibrinogen 

Die Silanisiening der Siliziumplattchen wurde analog 
Beispiel la) durchgefuhrt. Die Beschichtung mit 
Human-Fibrinogen wxirde wie in Beispiel 1 b) be- 
schrieben durchgefuhrt, wobei statt ^iner l%igen HSA- 
-15 Losung eine 0,l%ige Fibrinogenl osung verwendet wurde* 

Die Inkubation mit Ziegen-anti-Human-Fibrinogen erfolgte 
analog Beispiel 1 c), wobei hier Antiserum der Ziege gegen 
Fibrinogen eingesetzt wurde. 

Die Ausweirttmg der Plattchen erfolgte analog Beispiel 1 d) 
20 Auch hier ist die gemessene Lichtintensitat proportional 
der Konzentration des Antiserums, wie die nachstehende 
Tabelle zeigt. 

Verdunnung des Antiserums MeBeinheiten 



25 1:8 201,77 

1 : 16 120,03 

1 : 32 94,68 

1 : 64 70,55 

1 : 128 59,19 
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Be i spiel 3 

Bestimiming von anti-Hvunan-Serumalbumin 

Ziir Aufbringung einer Oxidschicht auf ein Silizium- 
plat:'tchen wurden Silizitunplattchen zunachst 30 Minuten 

5 lang xinter stromendem Sauerstoffgas bei 900 im Ofen 
sliehen gelassen. Danach vairde der Ofen noch 5 Minuten 
l>ei 900 mit Argongas gespult:. Die Silanisiening der 
so behandelten Siliziumplattchen, die Bescbichtung mit 
HSA und die Intoabation mit anti-HSA erfolgte analog 

10 Beispiel 1 a) - c). 

Die Auswertung der PlSttchen wurde wie in Beispiel Id) 
beschrieben durcbgefuhrt. Aus der nacbstebenden Tabelle 
ist erschicbtlicb, daB die Aufbringung einer Oxidschicht 
von ca. 120 S Dicke mit einer Empfindlichkeitssteigerung 
15 verbunden ist. 

Verdunnung des Antiserums HeSeinheiten 



1 


• 


15 


51,33 


1 


• 
• 


30 


32,75 


1 


• 
• 


60 


19.61 


1 


• 
• 


120 


12,94 


1 




240 


9,53 


1 




480 


3,11 



Beispiel 4 

Kreuzreaktion mit Fibrinogen-Siliziumplattchen 

Die Silanisierung der Silizixunplattchen erfolgte analog 
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Beispiel 1 a), und die anschlieUende Beschichtimg mit 
Fibrinogen analog Beispiel 2 b). 2ur Untersuchtmg der 
Kreuzreaktion von anti-Fibrinogen und anti-HSA wurden 
die mit Fibrinogen beschichteten Plattchen wie in 
5 Bei&piel 1 c) beschrieben, lait anti-HSA bzw. anti- 
Fibrinogen inkubiert. 

Die Auswertung der Plattchen wurde analog Beispiel 1 d) 
d\irchgefuhrt. Wie a\is den nachstehenden Tabellen hervor- 
geht, ist bei den mit anti-HSA inkiibierten Plattchen 
10 keine Zunahme der Lichtintensitat zu verzeichnen, 

VerdOnnung des Antiserums MeBeinheiten 
( anti -Fibrinogen ) 



1 : 8 

15 1 • 16 

1 : 32 



Verdiinnung des Antiserums MeBeinheiten 
(anti-HSA) 



20 1 t 8 1,01 

1 : 16 - 0,51 
1 : 32 2,34 



75,75 
63,18 
50,37 
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Beispiel 5 

Bestinonung von Htaman-Senmalbumin (HSA) im Sandwich- 
Verfahren 

Die Silanisierung der Siliziumplattchen erfolgte analog 
5 Beispiel la). Zur Beschichtung mit anti-HSA wurden die 
silanisierten Plattchen fur 2 Sttmden in einer Losxing 
von 100 pg/ml anti-HSA-IgG in Saline stehen gelassen land 
anschlieBend mit dest. Wasser gewaschen- Die so be- 
schichteten Plattchen vmrden dann 1 Stunde mit verschieden 
no konzentrierten Losimgen von HSA in Phosphatpuffer (pH 7,4) 
mit 0,1 % Hinder senimalbiamin stehen gelassen und an- 
schlieBend mit Phosphatpuffer gewaschen. Die Inkubation 
mit anti-HSA-Serum wurde wie in Beispiel 1 c) dtircdjgefiihrt, 
wobei das Antiserum 1 : 8 verdfiniit wurde und die Inku- 
•15 bationszeit 3 Stunden betrug. 

Die Auswertung der Plattchen wurde wie in Beispiel Id) 
durchgefuhrt.. wie aus der folgenden Tabelle ersichtlich 
- ist, Jsorreliert die gemessene Licditintensitat mit der . 
Henge an BSA in der Inlcubationslosung. 

HSA [pg/ml] MeBeinheiten 



2,40 

1,60 

1,20 

1,00 

0,80 

0,60 

0,40 

0,20 

0,10 

0,05 



142,50 
128,89 
114,31 

98,26 

86,99 

70,02 

46,76 • 

24,17 

15,32 
6,68 
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Beispiel 6 

Bestinanxing von HSA itn Sandwich-Verfahren mil: einem 
anti-HSA-Fer ritin-Kon j ugat 

Die Silanisierung der Silizixmplattchen, die Beschichttmg 
5 mit cuati-HSA tind die InJcubation mit HSA erfolgt-e analog 

Beispiel 5. Die InJcxibation mit anti-HSA-Ferritin-Konj-ugat 
vmrde wie in Beispiel 1 c) beschrieben durchgefuhrt, wo- 
bei die Losung des mit Ferritin konjugierten Antikorpers 
1 : 10 verdiinnt wurde. 

TO Die Ausv7ertung der Plattchen wurde wie in Beispiel 1 d) 

diirchgefuhrt. Wie aus der nachstehenden Tabelle ersichtlich 
ist, korreliert die gemessene Lichtintensitat mit der Menge 
an ESA in der Inkubationslosung. 

HSA [jjg/ml] MeBeinheiten 
15 — 

202,44 
148,51 
87,97 
50,03 
28,59 
18,18 
7,23 



20 



1,30 
0,80 
0,40 
0,20 
0,10 
0,05 
0,025 
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Beispiel 7 

Bestittmning von Hximan-Sertunalbviiain (HSA) im Kompe- 
titionsverfahren 

Die Silanisierung der silizi-umplattchen und die Be- 
schichtung mit HSA erfolgte analog Beispiel la) void 
lb). Zur InkTobation mit HSA und anti-HSA vmrde zu- 
nichst eine Verdiinnungsreihe von Humanseren in Phos- 

• phatpuffer, der 1 % Rindersertamalbumin enthielt, her- 
gestellt. Zu 1 ml der jeweiligen Verdunnung wurden 
0,25 ml anti-HSA (5 mg Antikorper/ml Phosphatpuffer) 
gegeben tod die nach Beispiel la) praparierten 

' Piattchen wurden in diese LSstmg getaucht. Nach einer 
InJcubationszeit von 3 Stunden wurden die Piattchen 
gewaschen und getrodmet. 

Die Auswertmig der Piattchen wurde wie in Beispiel Id) 
duxchgefiihrt. Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, 
ist das MeBsignal umgekehrt propoartional zur Konzentration 
des Bumanserums. In analoger Weise konnte statt anti- 
BSA ein anti-HSA-Ferritin-Konjugat eingesetzt werden. 

Verdunnung des H'^tna-ng^^-nfrng HeBeinheiten 



25 



1 



1 



1 



1 



1 



1 



8 



16- 



32 



64 



128 



256 



18,62 
41,08 
60,.00 
81,93 
109,19 
128,94 



GSPHA29 I-ol-j 



0073980 



Beispiel 8 

Bestimiming von L- Thyroxin im Kompetitionsverf ahren 

Die Silanisienxng der Siliziumplattchen erfolgte analog 
Beispiel 1 a), Zur Herstellnng eines L-Thyroxin-Ferritin- 
5 Konjugates wiirden 500 mg Ferritin in 250 ml dest* Wasser 
gelost xind mit 10 mg L-Thyroxin (Natiriximsalz) versetzt. 
Die LSstmg wuirde bei einem pH-Wert von 5,5 mit 12 mg N- 
Etliyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid in 5 ml 
Wasser versetzt und 30 Minuten gerohrt. Das Reaktions- 

10 produkt wurde zehnmal gegen 5 Liter Wasser mit 0,9 % 

Benzylalkohol dialysiert. Nach Zentr if ligation wurde die 
Losung lyophilisieirt. Die Plattchen wurden dann analog 
Beispiel lb) mit einer Losung von 100 pg/ml Kaninchen- 
anti-L-Thyroxin-Antikorpem beschichtet. Zur Inkubation 

-15 mit L-Thyroxin und L-ThyroxdLn-Ferritin-Konjugat vmrde 

zunacht eine Verdunnungsreihe (5-100 ng/ml) von L-Thyroxin 
in Phosphatpuffer mit 1 % Kinder serumalbumin (je 1 ml) 
hergestellt. In diese Losungen wurden die mit anti-L- 
Thyroxin beschichteten Plattchen gegeben und 2 Stunden 

20 in}aibiert. AnschlieSend wurden 20 pi edLner Lostmg von 
L-Thyroxin-Ferritin-Konjugat (1 mg/ml) zugegeben und 
nochmals 2 Stunden inkubiert. Danach wurde gewaschen und 
getrocknet* 

Die Plattchen wurden wie in Beispiel Id) beschrieben 
25 gemessen. Aus der nachstehenden Tabelle geht hervor, 
daB die Konzentration an L-Thyroxin urogekehrt pro- 
portional der Lichtintensitat ist. 
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L-Thyroxin [ng/ml] 



MeBeinheiten 



100 



80 



40 



60 



20 



10 



5 



5,33 
6,10 
8,05 
10,96 
14,49 
17,71 
19,83 



Beispiel 9 

Bestimmtmg von Human- Iimnunoglobulin (h-IgG) im 
Sandwich-Verf ahren mit: Imnunobeads Kaninchen-anti- 
himan-IgG (a-h-IgG) 

Die Silanisierung der Siliziiaiirplattchen erfolgte analog 
15 Beispiel 1 a). Zur Besrhi chtung mit Kaninchen-anti- 

buman-IgG wurden die silanisierten Plattchen fur 2 Stamder 
in einer Losung von 100 pg/ml a-h-IgG in Saline s t e hen 
gelassen und aTg^l^l i ml-t dest:« Wasser gewaschen. 

Die so beschichteten PlSttchen wurden dann 1 Stunde 
20 Jttit verscihieden konzentrierten LSsungen von IgG in 
Pbospbatpuffer (pH 7,4) mit 0,1 % Hinders erumalbumin 
stehen gelassen und anschlieBend mit Phosphatpuf fer ge- 
waschen. Die Inkubation mit Immxinobeads Kaninchen-anti- 
human-IgG wurde wie in Beispiel 1 c) durchgefuhrt, wobei 
25 die Immunobeads in einer Konzentration von 1 mg/ml ein- 
gesetzt wurden. Es wurde 3 Stunden unter standigem 
Scbiitteln inkubiert. 

Die Auswertxing erfolgte analog Beispiel 1 d) . Wie aus der 
nachstehenden Tabelle ersichtlich ist, korreliert die 
30 gemessene Lichtintensitat mit der Menge an b-lgG in der 
Inkubationslosung . 
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h-IgG [ng/ml] 



MeBeinheiten 



10 



80,0 
40,0 
20,0 
10,0 
5,0 
2,5 
1,0 
0,5 



172,51 
115,10 
71,82 
42,18 
28,33 
16,71 
8,27 
5,06 
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P atentanspruche 

1. Verfahren zur guantitativen Bestinmmng einer Komponente 
aus einer Gruppe, bestehend aus spezifisch bindenden 
Rezeptoren und Substanzen, die von diesen Rezep- 
toren spezifisch gebunden werden konnen, mit Hilfe 
elektromagnetischer Strablimg, dadurcb gekennzeich- 
net, daB man eine der Koinponenten nacb Ijmnobili- 
sierung anf der Oberflacbe eines Materials, dessen 
Brechinigsindex sich von dem der Konrponenten miter- 
scheidet, mit der jeweils anderen Kon5>onente omd 
gegebenenfalls weiteren Koinponenten, die markiert 
sein konnen, inktabiert, die Oberflacbe mit elektro- 
magnetischer, parallel zur Einfallsebene polarisierter 
Strahlung bestrahlt, wobei- der Einf allswinkel der 
Strahlung nahe oder gleich dem Winkel 4> ist, bei dem 
die Intensitat der von der unbeschichteten oder vor- 
beschichteten Oberflacbe reflektierten Strahlung 
ein Minimiun erreicht, und die Intensitat der reflek- 
tierten Strahlung als MaB fur die zu bestimmende 
Konzentration ermittelt. 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Material ein solches mit einera hohen 
Br echungs index verwendet wird. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadxxrch ge- 
kennzeichnet, daB als Material Halbleiter, Dielektrika, 
Metall Oder daiait iiberzogene Trager verwendet werden. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 his 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Material Siliziuxa oder 
ein mit Siliziura iiberzogener Trager verwendet 
wird, 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch ge- 
, kennzeichnet, daB die Oberflache des Materials mit 
einer Oxidschicht, einem Polymer film oder durch 
Silanisierung vorbeschichtet wird. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB mit Hilfe eines zweiten Strahls 
eine zweite Oberflache des gleichen, jedoch nicht 
inkubierten Materials bestrahlt wird und aus der 
Differenz der beiden reflektierten Intensitaten die 
zu bestiramende Konzentration ermittelt wird. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet^ daB mit Hilfe mehrerer Strahlen auf 
mit unterschiedlichen Komponenten beschichtete 
Materialien eingestrahlt wird und aus den Intensitaten 
der reflektierten Strahlen die Konzentrationen dieser 
Komponenten simultan bestimmt werden. 
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5. Mittel zur Durchf iihrung ' des Verfahrens nach den 
Anspriichen 1 bis 7, enthaltend Plattchen oder 
Scheibclieix des Materials, auf dessen Oberflache 
eine der Komponenten inmobilisiert ist sowie 
Standardlosungen bekaimter Konzentrationen der 
2U bestimmenden Komponente und gegebenenfalls 
veitere Komponenten, die markiert sein konnen* 

9^ Vorrichtung zur Durchfulirung des Verfalirens nach den 
Anspruchen 1 bis 7, gekennzeichnet dnrch einen Block 
(1) zxxr Aufnahme eines Licbtquellengehanses (2) und 
eines Detektorgehauses (3) wobei sich die optischen 
Achsen (5) xmd (6) beider Einheiten auf der zu 
xmtersuchenden Oberflache des Materials (4) xinter 
dem Winkel * zur Oberflachennormalen schneiden und 
im Lichtquellengehause (2) oder im Detektorgehause (3) 
ein Polarisations filter (7) angeordnet ist, das nur 
den parallel zizr Einfallsebene polarisierten Teil der 
Strahlxing der Auswertting zufiShrt. 
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